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又,THELとは異る人がん継代培漣細胞で
あるG-2及びそのHVJviruscarrierG-2-
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としての膜構造の一部欠損,ribosomeの流出，
Fe,Au粒子の取り込みの3つの変化が認めら
れた．何れの場合にも，菌体が細胞と直接
contactした鏡検像は得られず，菌体の作用発
揮にそれが必要か否かの問題は,更に検討を要
するであろう．Photo.3-aの如く,vacuoleが
細胞膜の一部として多数隣接した状態を呈し，
multi-vesicularbodyの出現(Photo.3-b)
や，mitochondria内部にribosome様の微粒
子が認められることもあった(Photo､3-c).又，
photo､3-dの如く,virus-likeparticle(恐ら
くmurineleukemiavirusと考えられる）が
matrixらしきものを形成して居り,latent
virusがEsに感染増殖した結果,carrier
virus32》として観察されたものであろう．
Y-27-FDLとの反応15分においては(Photo.
4-a),既にribosomeの流出があり，細胞質
内には,electrondensebodyの出現があっ
た．45分反応後では(Photo,4-b),細胞内
organellaの膜模造は殆んど失われ,vacuole
も増加し,rib"omeの流出は更に進行してい
た．従って,Fe,Au粒子はvacuoleの中に
までも取り込まれ，核膜にも傷害像が認められ
た．
Y-30-CのCIR後では(Photo.5),Y-27-
FDLによる傷害像と特に著しい差異はないが，
その傷害程度は，反応時間にして約10分ずつ遅
れて出現した．又，傷害の末期には,lysosome
と思われるelectrondenseな小体が多く認め
られた．
3．G-2細胞におけるCIR後の電顕像
DBS60分反応後の対照系では(Photo､6-a),
細胞内小器官の膜系は完全に保持され,ribos-
omeの流出も殆んど認められない．又,Fも，
Au粒子は隣接した細胞の微小な間隙にも入り
込んでいたが(Photo.6-b),細胞質内には全
く見られず，殆んどは細胞外に存在していた．
ESの場合と同じく，非特異的傷害を示す昇
示を15分反応せしめると(Photo､7)細胞質内
はvacuoleが網状に連らなって生じ，いたる
処,Fe,Au粒子の取り込みが著明に認められ
た．
Y-27-FDL反応60分では(Photo,8-a,-b),
細胞質内にelectrondensebodyが多発し，
ribosomeの流出も著しく，部分的な細胞膜欠
損及びその部分からのFe,Au粒子の侵入像
(Photo.8-b),核膜等の変化も認められた．
Y-30-CDCを60分作用せしめると(Photo.
9-a,-b),ES細胞のときと全く異なり，細胞
質が部分的に膨化して袋状を呈し，その内部は
無構造で,ribosome様の均一な微粒子が粗に
散在していた．膨化部位の細胞膜は比較的鮮明
で,Fe,Au粒子の取り込みはあまり著明では
なかった．又，特異的な円形像を示す頼粒状或
いはは多層板状のミエリン塊が細胞質内に認め
られることもあった(Photo､9-b).他方，細
胞膜の欠損が著しく，細胞質内がFe,Au粒
子で充満された像(Photo､9-c)も得られた
が，細胞質の一部が膨化し，明らかに電子密度
小なる無構造を呈するのは共通していた．
4．HVJviruscarrier細胞(G-2-H)の電
顕的観察
前記G-2細胞との主なる相異点は,HVJ
virusが持続感染の形で常在し,ある条件下で，
細胞のいくらかにvirus増殖を起し，それが
細胞より遊離するため，常に20～30%のHAD
が認められることである．しかもHADが認め
られぬ細胞においても,virusgenome存在に
よる影響は，何らかの形で生じていると考えら
れる．その一面として，前記CIRresponsib-
ilityの上昇があげられるが，電顕的形態学上，
以下の特徴が捉えられた．即ち,HVJvirusの
細胞外遊離のあったと思われるG-2-H細胞
の細胞膜の一部には,myxovirusのユニーク
な細胞外放出パターンとしてのbuddingを思
わせる像(Photo.10-a)が認められた．細胞
表層には，遊離した完全なmaturevirus
particleが見られ，細胞質内には,Virus増殖
のmatrixらしきものが認められる場合もあり
(Photo.10-b),何れもvirusの存在を電顕的
に確認できた．更にモルモット血球のhem-
adsorptionを実験的に起させてみると，高密
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度無構造の赤血球が偽足様の形態をとって,G-
2-H細胞表面に接触し，その間にHVJvirus
粒子と思われるものが存在していた(Photooll
)．又,HVJvirus増殖(virus粒子のInat-
urationの進行）のやや進んだもの(Photo.
12-a,-b)においては，細胞内小器官のミエリ
ン化像が認められ,virusによるCPEへの一
過程と考えられた．
5G-2-HVJ細胞におけるCIR後の電顕像
先づ対照としてDBSとの反応系(60分）を
みると，未処理のG-2-H細胞像(Photo.10-
a,-b)と比較して，前記virusmaturationの
進行度に依って，若干ribosomeの流出はある
ものの,膜椛造は比較的鮮明に保たれ,Fe,Au
粒子の取り込みは少いもの(Photo.12-b)と，
virus増殖のCPEによると思われるFe,Au
粒子取り込みの若干認められる場合(Photo.
12-a)があった．しかしながら,virusmatu-
rationの進んでな．いものでは，傷害像として
のこれらの所見を欠くものが多かった．
昇求との反応15分では(Photo.13),budding
考
以上,Ehrlich腹水がん細胞(ES),培養人
がん細胞(G-2)及びそのHVJviruscarrier
細胞(G-2-H)を用い,BEc""'s属細菌抽出
物質による選択的傷害作用の，電顕レベルでの
解析を試みたが，一般に培謎細胞よりもESの
方が，同じ条件下でより早期に傷害をうけやす
かった．これは，ガラス面に半分自由表面をう
ばわれている培養細胞より，完全にfreecell
としてのESの方が，反応表面積が大きい事
によるものと考えられる．
一般に，生きている細胞は，多少ともFe,
Au等の微粒子を貧食する能力を有するといわ
れているが,前記対照としての培養細胞のDBS
反応系をみると，微粒子は極端な場合，隣接し
た細胞間隙にまで入り込んでいっても，細胞質
内には全く見られなかった．従って，本実験に
おいては，たとえ直接，細胞膜欠損傷害像が見
田
で遊離しつつあるHVJvirus粒子が,Hgq2
によるCIRの結果生じた細胞膜欠損部位から
放出されるのが認められた．又,ribosomeの
流出は著しく,Fe,Au粒子が不均一に多数取
り込まれていた．
Y-27-FDLによる反応の初期(30分）にお
いて(Photo、14-a),細胞質はribosomeが限
局的に流出し，そこにはpolysomeらしきもの
が粗に散在していた．更にmitochondriaを起
源とするらしいミエリン化像も時に見られ，細
胞表層には,HVJvirus粒子の存在も認めら
れた。進んで60分反応後では(PhOto・14-b),
細胞膜の欠損が著しく，従ってribosome流出
も全域にわたり,vacuoleは時にvirus粒子
を含んで居り,Fe,Au粒子の取り込みも著明．
で，その傷害像は核膜にも及んでいた・
Y-30-CDCを30分作用さぜた場合には；
(Photo、15-a,-b)先のG-2細胞のときと
同様，細胞質の一部にユニークな膨化像が認め
られ,Fe,Au粒子の取り込みがdiffuseに甚・
しい場合(Photo､15-a)と，比較的少い場合
(Photo、15-b)が見られた.‐
察
られなくても，微粒子の細胞内とり込みは，細‘
胞膜欠損部位発生の間接的証明になると考えら
れる．又，昇求によ;るあらゆる細胞に対する非
特異的傷害像と，他の細菌乃至その抽出CIR
因子によるものとは，反応時間を初めとしてそ
の傷害像も若干趣きを異にする事から，同じ
OD260m熈物質が細胞外へ流出されるといっ
ても，両者によるCIRの作用機作は異るもの
といえよう．このことは,HgCl2_とSu株菌体
によるESでのCIRの経時的測定の比較8)'及
び位相差顕微鏡的観察乃至CIR後のES細胞
をtoluidineblue染色した光顕的所見の差'o〉
等からも予想されていたが，今回の電顕レベル
での検討からも，それが裏付けられたといえ
る．
Y-30株有効物質による傷害像で,G-2及び．
G-2-H細胞のみに特異的な一部細胞質の膨
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化像が認められたのは，1つには細胞の差（マ
ウスと人の種属，"〃"oと”〃"γ0細胞と
いう起源等）によるものと考えられ，又他方に
は,ESの時使用されたY-30有効物質が，精
製の初期のものを用いたため，本来有する特異
性が，若干マスクされた可能性も考えられる．
又,Y-30sampleは現在その精製法につき
まとう2%NaClの高張液による非特異的傷
害性が，かかる膨化像を惹起せしめたのかも知
れぬという疑問が実験当初もたれたが，同じ高
張条件での対照には，かかる変化が全く認めら
れなかった点から，これはやはり得られたY字
30活性物質による特異的傷害像と言えよう.,但
しかかる特異像は高張の条件下におけるY-30
活性物質の作用特性と考えねばならぬかもしれ
ない．ちなみに,S地力勿勿COC"のa-toxin
でredcellを溶血せしめると，二段階の反応
系を有し，その初めのStepは酵素反応で，そ
の時は前記のごとく袋状の膨化像が認められる
という報告がある88)．従って,Y-30活性物質
は，その電顕的作用像の観察からみると精製の
終末産物としては，酵素として得られうる可能
性をもっているが，膨化像という特異的作用像
の出現に高張の条件が必要かどうかはその時点
で再検討の余地があろう．
…培養細胞におけるCIRassayをみると,G-
2細胞よりもHVJviruscarrierG-2細胞の
方が常に高いCIR値を示した．更に，αR反
応の比較的初期及び,viruscarriercenにお
いては細胞質内に，ミエリン化像が多く認めら
れた．この事は､基礎細胞質であるリン脂質タ
ンパク複合体からlyp"haneroseが起り，複
合体から遊離したリン脂質がj水をとって著し
く膨化する為生ずるのが本態といわれている8‘〉
結
7DD
Ehrlich腹水がん細胞(ES),G-2細胞(G-
2）及びそのHWviruscarrier細胞(G-
2-H)における．Ba℃""fs属細菌抽出物質に
よる選択的傷害性の一次的作用点を明らかにす
る目的で，それらの傷害反応(CeUInjUring
ReacfiOn=CIR)後,各細胞へのferritin(Fe),
が,CIRによる病的傷害及びvirusによる
cytolysis(CPEの一表現形として）によって，
細胞の終末変性段階における退行変性に関連し
:て出現したものと解釈されよう．
かくて,G-2に比してHWcarrierG-2-
Hは,virusmaturationに伴う細胞変性及
;び細胞膜の変異というbaseがあるためか，電
顕的CIR傷害像はG-2より早期に強く認め
られ，これが前述のCIRassayにおける被傷
害性の差を裏づけているものと考えられる．こ
れらHWvirusのpersistentinfectionをう
けた細胞に見られるCIRresponsibilityの変
化電顕的傷害像の差等の関連性は，最近いく
つかのoncogenicvirus(SV40,adenO等）
及びnon-oncOgenicvirus(herpes,vaccinia
等）の感染初期の細胞膜に出現するといわれる
viralspecificsurfaceantigen35）や，viral
heterogenizationをうけたtransplantation
antigen86,87)とも考え合せると，将来さらに検
討されるべき問題があるといえよう．
以上を通観して考えると，いづれの菌有効物
質についても，その傷害性は先づ細胞膜の欠損
から始まり，細胞内にlysosome,ミエリン像，
vacuole等が多発して，細胞内小器官の膜構造
が退化するに至り，同時にribosomeの細胞外
流出が進行し，終には核質まで傷害性が及ぶも
のと考えられる．
何れにしても，これら諸細胞膜系の傷害像か
らみて,CIR因子は細胞膜系傷害が一次的作
用点であるといえる．CIRについて，かかる
方向性をもった作用機作解明は，細胞一般の膜
構成の差の解析に有用であり，更に選択的特異
性との問題とからんで，がん・非がん細胞レベ
ルでの比較検討も可能になるといえよう．
論
CollOidalgold(Au)粒子取り込み及び細胞の
形態学的変化を，電顕的に観察し，次の結果を
得た、
1．G-2及びG-2-H細胞のCIRasSayを行
った処，両者とも至適反応条件で強い傷害性を
受けるが，一定の反応時間まではbG-2-H細
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胞の方が常により高いCIR値を示し，高い
CIRresponsibilityが証明された．
2．CIR後の細胞を電顕的に観察してみると，
対照としてのDBSとの反応系では，何れの細
胞間も反応時の経過に伴なって多少とも細胞内
小器官の膜構造が不鮮明となるが，細胞膜欠損
はなく，従ってribosomeの流出及びFe,Au
粒子の細胞内取り込みは全く見られなかった．
3．非特異的傷害能をもつ昇求を反応させる
と，反応時間15分で既に著明な傷害像（膜の部
分的欠損,riboSbme'流出:Fe,Ali粒子の取
り込み等）がみられた．
4．何れの細胞においても,Y-27抽出物(Y-
27-FDL)による傷害性の進行は先づ細胞膜の
一部欠損に始まり，細胞内にlysosome,ミエ
リン像,vacuole等細胞のautocytolysisの徴
候が顕著となり，従って細胞内小器官の退化，
ribosome流出が激化して，終には核質にまで
傷害が及ぶ事が明らかになった．
5．Y-30抽出物(Y-30-CD)によるCIR後
の電顕像では,ES細胞においては,Y-27-
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PhOto.1．Ehrlichascitescell(ES)incubatedwithDBSascontrolat37･Cf"15min(1-a)and
60min(1-b),subsequentlytreatedwithferritin(Fb)andcolloidalgold(Au)solution
for1Ominat4｡C.
a)andb)×20,000
b)Membraneousstructureofcellularorganellaisnotsoclearasa),butnoreductions
ofintracellularribosomeareobserved、
Photo.2.ESincubatedwithHgCl,asstandardofCIRforl5minandtreatedwithsimilar
coUn制盆1solution.
a)Thickenedmembanesofmitmlondria.×25,500
b)InvasionofFeandAu"rticlesonlackedpartofcellmembrane.×251000
Photo.8.ES,i雛似bated.唾典nativeiStrQ"""cushemolWicus.(SU･strain)≦f"30･min.
a)Junctionofmanyvacuolesoncellmembraneb×18,000
b)Appearanceofmulti-vesicularbodyintracellularlyandthreecocciextracellularly．×
25,000
c)Mitochondria･likebodiescontainingribosomeQlikeparticles.×20,000
d)Massofvirus-likeparticlessupposedtobemurineleukemiavirus．×21,000
Photo.4.ESincubatedwith､Y-27-FDLforl5min(4-a)and45min.､(4=b).
a).:4"eaIallCepf.electrOndensebodiesandreductionofinfraCelllllarribosomes．×｡‐｡●⑧蜂●｡Gももか～
25,000
b)VacuolescontainingmassofFbandAuparticles．×20,000
Photo，5．ESincubatedwithY-30-Cfor60min．×20,000
Highelectrondensebodysupposedtobelys"ome.
Photo.6.Culturedhumanbonegiant$elltumorcell(G=2)incubatedwithDBSfor･60min.
a)Membranecusstructureofcellorganellaisclearlypreserved.×23,000
b)FもtritinparticlesareObservedatintercellularspacebutnotincytoplasm.×200000
Photo、7．G-2cenincubatedwithHgCl，forl5min．×,25,叩O
Spaceofcytoplasmisfilledwithmanyvacuoles･Intracellularinvasionof"andAu
particlesisprominent.
Photo、8．G-2cellincubatedwithY-27-FDLformmin.
a)NumerousFbandAuparticiclesincytoplasm.×17,000
b)InvasionofFeandAumrticlesfromthelackedpartofplasmamembrane.
×21,000
Photo、9．G-2cellincubatedwithY-30-CDCfor60min.
a)mrtialprotmsionofcytoplasmsupposedtobeuniquefortheactionofY-30extr-
acts．×13,000
.b)Appearanceofmyeline-likebody.×21,000
c)Amorphorousstructureofelectronlowdensityincytoplasmicprotrusion.×23,000
Photo・10・Non-incubatedHVJviruscarrierG-2cell(G-2-H).
a)PartlythickenedcellmembranesupposedtobebuddingofHVJvirus.×22,000
b)MatureHVJviruspartielesoncellsUrfaceandvirusmatrix-likestructureincy-
toplasm×249000
Photo.11.HemadsorptiononG-2-H・Highelectrondenseb"yisredcellofguineapig・HVJ
virus-like"rticleoncellsurface．×209000
Photo.12.G-2-HcellincubatedwithDBSfor60min.
a)Virusmaturationincytoplasm.×25,000
－－－
CelllnjuringReactionの電顕的観察
b)Virusmatrixandmyeline~likebodyincytOplasm．×219000
Photo.13．G-2-HcellincubatedwithHgCl,forl5min・HVJvirusparticlesonbudding.×25,000
Photo､14．G-2-HcellincubatedwithY-27-FDLfor30min(14-a)and60min.(14-b).
a)MyelineJikebodyincytoplasmandHVJvirusparticlesoncellsurface．×229000
b)VacuolescontainingvirusJikeparticles,andinvasionofF℃andAuparticlesin
cytoplasm．×25,000
Photo.15.G-2-HcellsincubatedwithY-30-CDCfor30min.
a)CytoPlasmisfilledwithnumerousFbanAuparticles.×209000
b)UniqueprotrusionofcytoPlasmwithoutmembranedestruction.×18,000
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